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摘 XX 
[ER EFES EAR RRE Bs BEF Ld J. FHA] 运用 LC- 
MS 技术 获得 杜仲 叶 成 分 ， 并 通过 SuperPred 数据 库 和 GeneCards 等 数据 库 获 得 成 分 和 疾病 
Tür. 运用 Cytoscape 软件 建立 网 络 图 ;使 用 Metascape 数据 库 进行 富 集 分 析 ; 使 用 CB- 
dock 软件 进行 分 子 对 接 。 [结果 ] 共 筛 选 出 杜仲 叶 113 个 活性 成 分 及 531 SHER, 29880 个 
ORARE, 57 个 交集 靶 点 ，9 个 核心 靶 点 ; 主要 涉及 的 信号 通路 包括 癌症 通路 、5- 羟 色 
胺 突 触 等 通路 有 关 。 [结论 ] 杜仲 叶 治 疗 疗 病 的 作用 机 制 可 能 与 炎症 反应 相关 , 为 进一步 药理 
学 实验 提供 了 科学 的 理论 依据 。 
关键 词 ， 杜仲 叶 ; JUS 生物 信息 学 ， 分 子 对 接 ， 作 用 机 制 ; 物质 基础 ; 


To Explore the Mechanism and Material Basis of Eucommiae Folium 


in the Treatment of Epilepsy Based on Bioinformatics Analysis 
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Abstract: 

[Objective] Research on the mechanism and substance basis of Eucommia Folium treating epilepsy 
based on bioinformatics technology. [Methods] Using LC-MS technology to obtain the components 
of Eucommiae Folium, and obtaining the components and disease targets through the SuperPred 
database and GeneCards database. Using Cytoscape software to establish network maps; Perform 
enrichment analysis using Metascape database; Use CB-dock software for molecular docking. 
[Results] A total of 113 active ingredients and 531 target points were screened from the Eucommiae 
Folium, with 29880 epilepsy disease target points, 57 intersection target points and nine core target 
points. The main related signaling pathways include cancer pathways, serotonin synapse, etc. 
[Conclusions] The mechanism of Eucommiae Folium in treating epilepsy may be related to 
inflammation response, providing a scientific theoretical basis for further pharmacological 
experiments. 
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Jo Ae — Ph EH PA HZ Z6 AE TE FL 5| ACA RE BER ZR ELO. 已 成 为 中 
国 第 二 大 常见 神经 系统 疾病 ， 略 次 于 头痛 一 ， 全 球 约 有 7000 万 例 病 例 ， 患 病 率 
约 为 5%, 与 一 般 人 群 相 比 ， 疗 病 患 者 的 死亡 率 显著 高 出 2 至 3 倍 忆 1。 我国 平均 
每 年 约 有 40 万 新 发 病例 外 。 闻 病 发 作 存在 不 可 预测 和 反复 发 作 的 特质 HH。 由 于 
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闻 痛 病因 病 机 复杂 ， 尚 缺乏 确切 的 治愈 方法 。 目 前 主要 通过 口服 抗 癫 冯 药 物 来 控 
制 临 床 发 作 ， 但 仍 有 一 部 分 患者 病情 难以 得 到 控制 ， 从 而 导致 高 死亡 率 的 发 生 。 
近年 来 大 量 临 床 报道 证 实 了 中 医药 治疗 壮 病 对 控制 疾病 及 作 及 改善 普 病 伴 发 症 
状 有 良好 的 疗效 中。 中 医 由 病因 病 机 认识 并 论 治 闯 病 ， 经 验 丰 富 ， 传 统 经 方 和 现 
代 组 方 均 疗效 显著 外, 具有 副作用 小 、 多 节点 和 减少 疗 病 并 发 症 发 作 的 优势 Hl。 
癫 病 在 中 医 属于 病 病 范畴 ， 最 早 可 追溯 至 《 黄 带 内 经 》， 中 医学 认为 闯 病 是 一 种 
以 神智 异常 为 主 的 发 作 性 疾病 ， 主 要 表现 为 突 发 型 扑 、 强 直 冶 挛 、 移 时 苏醒 等 症 
状 上 。 施 苦 莫 09] 等 认为 ,在 中 医 理 论 体 系 中 ， 瘦 病 的 病 机 核心 在 于 痰 气 逆 乱 ， 肝 
气 玻 泄 调 畅 是 保障 脾胃 和 神志 功能 正常 的 前 提 。 

杜仲 叶 CEucommiae Folium, EF) 于 2005 年 首次 被 收入 《中 国药 典 》 一 部 
U3, fiim 2020 版 中 国药 典 记 载 ， 杜 仲 叶 为 杜仲 科 植 物 杜仲 Eucommia ulmoides 
Oliv. FE. RATS., mwi ATTAT, ASEH, ERR., W 
骨 萎 软 等 功效 中。 现代 药理 研究 表明 ， 杜 仲 叶 具 有 抗 炎 ， 抗 氧化 、 神 经 保护 0319 
等 作用 。 杜 仲 叶 提 取 物 具有 良好 的 神经 保护 活性 , 并 具有 治疗 神经 退行 性 疾病 的 
潜力 50。 研 究 发 现 ， 杜 仲 叶 中 含有 杜仲 同 种 成 分 ， 只 是 含量 的 不 同 U5， 如 酚 类 物 
质 主要 存在 于 叶 中 , 杜仲 的 酚 类 成 分 起 着 重要 作用 , 它 解 释 了 杜仲 的 抗 氧 化 能 
9。 从 村 仲 叶 中 提取 出 的 化 合 物 具 有 抑制 炎症 因子 产生 的 作用 , 可 以 发 挥 抗 神经 
炎症 的 作用 FI。 

网 络 药 理学 和 分 子 对 接 是 以 生物 信息 学 为 基础 的 新 兴学 科 ， 运 用 整合 数据 、 
差异 分 析 和 多 路 径 多 靶 标 从 分 子 层面 探究 药物 的 作用 机 制 , 为 新 药 研发 以 及 药物 
安全 使 用 提供 理论 参考 叫 。 因为 目前 针对 间 病 的 发 病 机 制 尚 不 清楚 ,因此 本 研究 
借助 网 络 药 理学 、 生 物 信息 学 、 分子 对 接 方法 从 分 子 蛋 白水 平 探究 杜仲 叶 治 疗 闯 
桨 的 作用 机 制 ， 为 后 续 实 验 研究 提供 思路 及 理论 基础 。 


1. 资 料 与 方法 


1.1 杜仲 叶 成 分 的 筛选 和 预测 靶 点 的 获取 
通过 LC-MS 技术 获得 化 合 物 的 成 分 ， 得 到 化 学 成 分 之 后 ， 运 用 Pubchem 数 

据 库 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) 获 得 每 个 成 分 的 smiles 号 ， 将 smiles 号 输 
入 到 superprediction 数据 库 (https://www.rcsb.org/) 当 中 进行 预测 化 学 成 分 靶 点 ， 
选取 成 分 98% 的 预测 uniprotID 和 已 知 的 成 分 ID 进行 合并 去 重 , 最 后 通过 Uniprot 
数据 库 Chttps://www.uniprot.org/) Hi A IF IR AE ae AE A R o 
1.2 REM ARIA 

采用 GeneCards 数据 库 (https: //www.genecards.org), OMIM 2 Ji (https: 
/lomim.org), CTD #4 P Chttp://ctdbase.org/). TTD 数据 (http://db.idrblab.net/ttd/)， 
并 以 “epilepsy" 为 关键 词 检 索 其 在 数据 库 中 的 相关 疾病 靶 点 , 将 数据 导入 Excel 3 
格 当中 ， 取 去 交集 删除 重复 靶 点 ， 得 到 闫 病 的 疾病 半 点 。 以 "human” 为 主要 筛选 
条 件 ， 通 过 Uniprot 数据 库 将 所 得 癖 病 的 疾病 靶 点 的 蛋白 名 转化 为 基因 名 。 


1.3 构建 核心 基因 的 蛋白 质 互 作 网 络 PPD 

将 疾病 相关 靶 点 、 药 物 对 应 的 共有 基因 导入 Venny 2.1 在 线 工 具 ， 绘 制 韦 恩 
,得 到 共同 靶 点 基因 。 将 其 名 称 输入 String 数据 库 (https:/ /string-db.org/cgi/input. 
put1) ， 按 “multiple proteins” Æ “Homo sapiens” 检 索 ， 最 低 相 互 作 用 浆 值 设置 
为 “中 等 置信 和 度 > 0.4? 并 隐藏 游离 节点 , 其 他 设置 被 设置 为 默认 即 可 得 到 PPI 
下 载 STRING 数据 库 中 蛋白 质 -蛋白质 互 作 的 tsv 格式 文件 。 
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1.4 构建 疾病 -药物 -中 药 活性 成 分 -交集 靶 点 网 络 模型 

将 交集 靶 点 导入 STRING 数据 库 构 建 重 白 相互 作用 网 络 ， 并 将 PPI 网 络 导 
入 Cytoscape 软件 科 选 核心 靶 点 ， 同 时 构建 < 药物- 有效 成 分 - 靶 点 -疾病 ”相互 作用 
网 络 ， 并 运用 CytoNCA 插件 分 析 拓 扑 参 数 以 盘 选 主要 活性 成 分 。 
1.5 基因 本 体 (GO) 富 集 分 析 及 京都 基因 与 基因 组 百科 全 书 (KEGG) 通 路 富 集 分 析 

运用 Metascape 平台 (http://metascape.prg/gp/index.html) 具 有 全 面 的 注释 功能 ， 
基因 注释 数据 每 月 更 新 。 将 交集 靶 点 输入 到 该 数据 库 , 进行 GO M KEGG 分 析 ， 
获得 杜仲 叶 治疗 癖 首 的 生物 学 过 程 、 细 胞 组 分 、 分 子 功 能 和 相关 信和 号 通路 关系 。 
将 数据 文件 下 载 ， 并 在 微 生 信 网 站 Chttp://www.bioinformatics.com.cn/) 进行 可 视 
化 处 理 。 
1.6 分 子 对 接 

通过 Pubchem 网 站 检索 获取 化 合 物 的 SDF 结构 文件 ， 通 过 Uniprot 数据 库 
获得 受 体 的 PDB 结构 文件 ， 然 后 运用 CB-dock 网 站 设置 空 腔 数 为 $S， 并 进行 分 
子 对 接 。 


2. 结 果 


2.1 杜仲 叶 化 学 成 分 筛选 

通过 LC-MS 技术 共 获 得 113 个 成 分 ， 基 于 SuperPred 数据 库 收 集 113 个 活 
性 成 分 的 作用 靶 点 ， 选 取 98% 和 已 知 的 ID 经 过 去 重 之 后 ， 共 获得 60 LA) UL 
占 


2.2 Hi Ji Fe 38 AB HK 3 

从 数据 库 GeneCards 中 获取 778 ee TRU EU E CTD 中 获取 29880 
KFT aE A, OMIM 中 获取 645 2&2 TIO A, TTD 中 获取 34 
条 ， 合 并 4 个 数据 库 数据 库 ， 以 CTD 数据 库 为 准 ， 运 用 Excel 剔除 重合 基因 
后 ， 共 检索 出 29880 个 相关 基因 信息 。 利 用 韦 恩 图 获得 成 分 与 疾病 的 交集 靶 点 ， 
如 图 1 所 示 。 


Drug Disease 


1 药物 -疾病 韦 恩 分 析 图 
2.3 杜仲 叶 活 性 成 分 - 靶 点 -药物 -疾病 网 络 构建 与 PPI 分 析 
运用 “CytoNCA” 插 件 筛选 出 杜仲 叶 治疗 癫 病 5 个 主要 活性 成 分 榭 皮 素 
(quercetin)、 杨 梅 素 (Myricetin)、 山 奈 酚 (Kaempferol)、 异 榭 皮 素 (Isoquercitin ) 、 
44 ttt CHyperoside) 。 网 络 图 共 由 122 个 节点 和 310 条 边 组 成 , 如 图 2 所 示 。 


根据 平均 自由 度 与 最 大 自由 度 之 间 旬 选 核心 网 络 ， 如 图 3 所 示 。 算 选 的 核心 基因 
以 自由 度 大 小 排序 : 肿瘤 坏死 因子 (24) 、 原 癌 基 因 栈 氨 酸 -蛋白 激酶 Sre (21) 、 
缺 氧 诱导 因子 (21) 、 前 列 腺 素 合 酶 2 (21) 、 基 质 金 属 蛋白 酶 9 7). ZA 
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酸 / 苏 氨 酸 和 蛋白 激酶 (17)、 血管 内 皮 生 长 因子 (16)、 丝 裂 原 活 化 和 蛋白 激酶 1(16)、 
肝 细 胞 生长 因子 受 体 (13) 。 
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A MOR VER) auis cAi AGR anes puo 
s uj TN ARE: NOR: Sw lee dO 

— -— TRB Aib: MOR TODA HM OBB lbs Tb) 

eMe WT Iaik PU AKAD 10 MOB OMA MABRY ALORA iT. Learna forore 

wok Le P 9 pode D M RR * 
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3 和 蛋白质 与 蛋白 质 相互 作用 网 络 图 (依据 度 值 进行 作 图 ， 度 值 越 大 ， 靶 点 的 面积 越 大 ) 
2.4 富 集 分 析 结 果 
运用 Metascape 数据 库 进 行 GO 和 KEGG 分 析 , 并 根据 P-value<0.01 作为 得 
选 条 件 ， 一 共 得 到 了 597 个 BP RH, 43 个 CC 条 目 , 44 个 MF 条 目 , 根据 FDR 
值 筛选 前 十 进行 分 析 ， 如 图 4 所 示 。KEGG 分 析 ， 共 得 到 了 91 条 通路 ， 取 前 十 
进行 分 析 ， 如 图 5 所 示 。 
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5 KEGG 通路 富 集 分 析 气 泡 图 (x 轴 代 表 FDR, y 轴 代 表 Term, 颜 色 Pvalue， 点 大 小 用 


count 表示 ) 


2.5 分 子 对 接 结果 
活性 成 分 与 部 点 的 分 子 对 接 ， 见 表 1。 在 45 HD PORK, EMITE 

要 靶 点 和 有 效 成 分 间 对 接 后 的 结合 能 ， 其 中 结合 能 均 小 于 等 于 -SkJ/mol， 揭 示 了 

AE AS Te NEE. AEH TAR. aR. LURE RR E 

丝 桃 苷 五 个 成 分 分 别 与 TNF. HIFIA. PTGS2. MMP9. SRC, MTOR, KDR, 

MAPK1、MET 九 个 基因 相互 结合 的 程度 。 

表 1 分 子 对 接 结果 


名 称 TNF SRC HIFIA PTGS2 MMP9 MTOR KDR MAPKI MET 
ERK -7.1 -8.9 -7.2 -9 -8.4 -8.1 -8.7 -8.4 -8 
杨梅 素 -7 -8.4 -7.2 -8.1 -8.3 -8.3 -8.7 -8 -7.9 
山 奈 酚 -6.8 -8.5 -7.3 -8.4 -8 -7.8 -8.7 -8.2 -7.5 

FEAR SZ -7.2 -8.3 -7.6 -8.5 -8.6 -8.8 -9.1 -8.3 -9 
金 丝 桃 昔 -6.7 -8.1 -7.3 -8.3 -9.2 -9.2 -9.6 -8.6 -8.8 
3. 讨 论 


生物 信息 学 的 兴起 源 于 对 生物 信息 进行 全 面 概要 分 析 的 最 新 进展 , 为 创新 的 
治疗 选择 提供 了 潜力 22。 本 研究 则 在 确定 杜仲 叶 治疗 癖 病 疾病 中 的 关键 基因 和 
成 分 ， 并 使 用 生物 信息 学 分 析 解 释 潜在 机 制 。 

本 次 研究 共 筛 选 出 杜仲 叶 的 核心 成 分 5 个 、 核 心 靶 点 9 个 ， 共 涉及 91 条 主 
要 的 通路 以 及 684 个 生物 过 程 。“ 疾 病 - 靶 点 -成 分 -药物 ”网 络 显示 杜仲 叶 的 的 主 
要 成 分 等 有 效 成 分 桥 皮 素 、 杨 梅 素 、 山 奈 酚 、 异 榭 皮 素 、 金 丝 桃 昔 能 协同 作用 于 
多 个 靶 点 。 榭 皮 素 是 一 种 植物 衍生 的 黄酮 类 化 合 物 ， 具 有 多 种 药理 活性 。 新 出 现 
HUEHUE THR AMUN EFA). 研究 表 明 ， 构 皮 素 具有 抗 炎 、 抗 感染 、 神 
经 保护 等 药理 作用 鸣 。 在 之 前 的 研究 发 现 , 榭 皮 素 显示 出 对 癖 痛 具有 治疗 作用 ， 
榭 皮 素 主 要 通过 改善 氧化 损伤 和 下 调 炎 症 反应 5 各。 在 红 菠 氨 酸 (KA)C10mg/kg ) 
诱导 的 模型 中 在 BALB/c 小 鼠 闻 病 发 作 中 , 顶 皮 素 治疗 显著 降低 了 KA VS Se BST 
Ja TESTE, Ej KA 治疗 组 相 比 ， 顶 皮 素 治疗 组 疗 冯 发 作 评分 降低 。 杨梅 素 在 结 
构 上 类 似 于 榭 皮 素 , GG, 它 与 黄 烷 醇 类 黄酮 类 的 其 他 成 员 具 有 许多 相似 的 功 
能 R71 ,具有 多 种 生物 活性 , 包括 抗 氧化 31、 防止 神经 系统 疾病 损伤 吕 、 抗 疗 病 9 
和 抗 炎 作用 B11。 山 奈 酚 是 一 种 多 酚 ， 广 泛 存在 于 水 果 、 蔬 菜 和 草药 中 。 研究 表 明 
山 奈 酚 具有 抗 炎 作用 时 。 异 顶 皮 素 具 有 抗 氧化 、 抗 炎 的 活性 ,被 认为 神经 保护 剂 
(33, 341。 金 丝 桃 昔 通 过 增强 抗 氧化 剂 水 平和 减少 自 噬 作用 来 保护 海马 CA3 区 免 受 
疗 病 引起 的 神经 元 损害 351。 

此 外 , 我 们 分 析 了 作用 于 机 体 的 9 个 核心 靶 点 ,分别 是 TNF. SRC. MTOR, 
KDR, HIFIA, MET, MMP9, PTGS2, MAPK1. TNF 是 一 种 炎症 因子 ， 疗 冯 发 
作 伴 随 着 肿瘤 坏死 因子 a CTNFoO 的 增加 B9。 炎 性 因子 过 度 表 达 可 增加 谷 氮 酸 的 
PEIN, SRO, Mine SR. SRC 家 族 激酶 的 失调 会 导致 疗 病 发 生 。 
SRC 在 妆 病 中 的 激活 可 能 由 炎症 反应 引起 ， 并 参与 癫 痛 的 发 生 B7 99, MTOR fs 
FAROS ARAS FIRE RIM AS, “OR ACEI, MTOR 会 上 调 ， 从 而 引 
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AUS, KDR 也 称 VEGFR-2, TEUER VEGFR-2 会 被 激活 ， 血 管 生成 
通过 血管 内 皮 生 长 因子 诱导 的 炎症 与 血 脑 屏障 通 透 性 增加 相关 , 影响 局 部 血管 网 
络 ， 从 而 触发 神经 炎症 因子 ， 并 促进 蓉 缩 和 瘦 痛 发 作 的 进展 咯 。 研 究 表明 ，HIFE- 
lo ZEA TNF-a 上 调 , frill] HIF-lo 显著 减弱 了 这 些 脑 区 放大 的 TNF-a, TER 
发 生 过 程 中 ，HIF-lo 在 这 些 特定 脑 区 活性 的 增强 通过 TNF-a 机 制 促进 了 神经 元 
15 5^, Met 的 小 分 子 抑 制剂 nb) 能够 阻止 炎症 信号 转 导 , 限制 小 胶 质 细胞 聚集 。 
Met 的 激活 可 能 导致 反应 性 表 型 的 诱导 ， 并 导致 炎症 细胞 因子 的 诱导 (HY。MMP- 
9 通过 改变 血 脑 屏障 和 细胞 死亡 ， 参 与 癫 痛 灶 的 形成 、 瘦 冯 发 作 后 炎症 过 程 的 激 
i57, PTGS2 是 一 种 重要 的 促 炎 介质 ,在 炎症 中 会 被 强烈 激活 ， 促 炎 介 质 (TNE- 
oa、PTGS2) 水 平 的 升 高 被 认为 是 癫 痛 中 涉及 激活 NF-KB 影响 神经 炎症 的 中 枢 传 
播 的 细胞 外 扩散 通路 引起 的 的 。MAPKI1 也 称 P38 或 ERK, ERK 是 一 种 炎症 介 
ik, TERR ACEI, ERK Eva S SUUM ATE, Fl ERK SRI ET T TOR ATE 
引起 的 ERK 和 p38 激活 , 并 显 着 降低 了 初 发 癫痫 发 作对 CA3 神经 元 的 保护 作用 


[46]. 


D 


综 上 所 述 , ^E TM I.S n] ELE TEC HER T REOR BE PE FUTURA Jo AREE 4 
Vr. Ep ES HRS EA EAE LAT Ea I] POE ES YU A3 1871 TRI BU TE 
H. 
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